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摘要 
骨形态发生蛋白家族（BMP）在脊椎动物骨骼形成发育，细胞生长分化以及
生殖等多种生理过程中起着重要的作用。BMP 对生殖的作用主要是通过卵巢内
部的 BMP-SMADs 信号通路来实现的。BMP 家族配体在卵母细胞或滤泡细胞中
合成，通过自分泌/旁分泌的作用方式与卵母细胞和滤泡细胞上的 I 型和 II 型跨
膜受体（BMPRI 和 BMPRII）结合成二聚体，随后磷酸化下游的 SMADs，SMADs
进一步调控目的基因的表达，从而调控卵巢发育和成熟。然而，在无脊椎动物中，
BMP 家族的功能研究，尤其是生殖作用的研究很少，目前尚不清楚 BMP 家族在
无脊椎动物卵巢中是否也存在类似脊椎动物的自分泌/旁分泌机制。 
本文以我国东南沿海重要的经济蟹类——拟穴青蟹（Scylla paramamosain）
为研究对象，通过 RACE 等分子克隆技术从拟穴青蟹中克隆得到了配体 BMP7、
受体 BMPRIB 和 BMPRII 的 cDNA 全长序列，并通过 BLAST 比对等方法对其核
酸和氨基酸序列进行了初步分析；应用实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）、原位杂
交、RNA 干扰等技术探究了 BMP 家族基因对卵巢发育的影响。此外，针对 BMP
家族一个重要的配体 BMP7，采用卵母细胞和滤泡细胞分离、细胞离体培养和
RNA 干扰等技术研究了其对卵巢成熟的作用及其机制。主要的研究成果如下： 
1）BMP7 及其受体在卵巢发育过程中的功能。从拟穴青蟹中克隆得到 BMP7
基因全长 1279 bp，开放阅读框为 909 bp，编码 302 个氨基酸；BMPRIB 基因全
长 2388 bp，开放阅读框为 1557 bp，编码 518 个氨基酸；BMPRII 基因全长 2762 
bp，开放阅读框为 1875 bp，编码 624 个氨基酸。实时荧光定量 PCR 表明 BMP7、
BMPRIB 和 BMPRII 在拟穴青蟹各组织中广泛分布，尤其是卵巢。配体 BMP7
在卵黄发生前期表达较高，随着卵巢发育迅速降低，而受体 BMPRs 随着卵巢发
育表达量不断升高。原位杂交结果显示 BMP7 mRNA 定位在滤泡细胞中，而受
体 BMPRs mRNA 则定位在卵母细胞和滤泡细胞中。RNA 干扰实验表明，BMPRs
的双链 RNA（dsRNA）能够显著抑制体外培养卵巢组织中 SpSmad 1 和 SpVgR
基因的表达。这些结果表明，BMP7 和 BMPRs 可能以自分泌/旁分泌的方式参与
调节了卵巢发育。 
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2）BMP7 对卵母细胞成熟的影响及其作用机制。采用机械分离的方法，从
处于成熟期的卵巢中分离得到滤泡细胞和卵母细胞（裸卵）。半定量 PCR 的结果
再次验证了 BMP7、BMPRIB 和 BMPRII 的定位，BMP7 主要在滤泡细胞中表达，
而 BMPRIB 和 BMPRII 在卵母细胞和滤泡细胞中均有表达。体外培养实验显示，
在 17α, 20β-双羟孕酮的诱导下，青蟹 Cyclin B 的基因和蛋白表达量均有升高而
SpBMP7 基因表达量下降。当去除卵母细胞与滤泡细胞之间的间隙连接时，
SpBMP7 对卵母细胞成熟的抑制作用并不会受影响。这些结果表明，BMP7 可能
以旁分泌的作用方式抑制卵巢成熟，起到避免卵巢过度成熟的作用。 
综上所述，拟穴青蟹 BMP 家族以自分泌/旁分泌的作用方式来调节卵巢发育
和成熟，其中 BMP7 可能对卵巢成熟起到抑制作用。本结果也为甲壳类卵巢发育
的研究提供了新的思路。 
 
关键词：骨形态发生蛋白家族；卵巢发育；自分泌/旁分泌；拟穴青蟹 
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Abstract 
In vertebrates, bone morphogenetic proteins (BMPs) play an important role in 
various biological processes, such as bone formation, growth, differentiation and 
reproduction. BMPs have an important impact on reproduction through the 
BMPs-SMADs (drosophila mothers against decapentaplegic protein) signaling 
pathway. BMPs are secreted from oocytes or follicle cells, and binding to two types of 
receptors (BMPRI and BMPRII) in oocytes or follicle cells via an autocrine/paracrine 
manner. Subsequently, BMPRI phosphorylates SMADs and leads to the expression of 
targets genes. However, the reproductive function of BMPs in invertebrates is 
undefined, and whether an autocrine/paracrine functional mechanism exists in the 
ovary of invertebrates, is still unknown. 
In this paper, we studied the mud crab, Scylla paramamosain, which is an 
important marine economical aquaculture species in southern China. The full length 
of the cDNA of SpBMP7, SpBMPRIB and SpBMPRII were obtained via RT-PCR 
and RACE methods. The nucleotide sequences and deduced amino acid sequences 
were analyzed and characterized by bioinformatics methods. Quantitative real-time 
PCR (qRT-PCR), in-situ hybridization, in vitro experiment and dsRNA interference 
were performed to study the role of SpBMP during ovarian development. In addition, 
the effects and mechanism of SpBMP7 on oocyte maturation were investigated by 
separation of oocyte and follicle cells, in vitro experiment and dsRNA interference. 
The main results are offered as following: 
1) This study investigated the role of SpBMP during ovarian development. The 
full length of SpBMP7 cDNA was 1,279 bp with 909 bp open reading frame (ORF) 
encoding 302 amino acids; the full length of SpBMPRIB cDNA was 2,388 bp with 
1,557 bp ORF encoding 518 amino acids; the full length of SpBMPRII cDNA was 
2,762 bp with 1,875 bp ORF encoding 624 amino acids. The qRT-PCR data revealed 
that both ligand and receptors were detected in various tissues, especially in ovary. 
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During the ovarian development, the expression of BMPRs mRNA increased while 
BMP7 decreased. The results of in-situ hybridization revealed that SpBMP7 was 
exclusively localized in follicle cells, whereas the receptors (SpBMPRIB and 
SpBMPRII) were localized in both oocytes and follicle cells. RNAi experiments 
demonstrated that the mRNA expression levels of Smad1 and vitellogenin receptor 
decrease rapidly after BMPRs were silenced. Based on these data, BMP7 and BMPRs 
in S. paramamosain were involved in the ovarian development, presumably via the 
autocrine/paracrine way. 
2) This study investigated the effects and mechanism of SpBMP7 on oocyte 
maturation. Oocytes and follicle cells were separated mechanically from mature 
ovaries. The results of semiquantitative PCR demonstrated that the mRNA of 
SpBMP7 was exclusively expressed in follicle cells while SpBMPRs were expressed 
in both oocytes and follicle cells. Further in vitro experiments showed that both 
mRNA and protein level of cyclin B increased but SpBMP7 declined in 17α, 
20β-Dihydroxyprogesterone (DHP)-induced oocytes; it was also indicated that the 
inhibitory effects of SpBMP7 were not influenced by the elimination of the 
contact/gap junction-mediated communication between oocytes and follicle cells. All 
these data together hence appear to indicate that BMP7 might suppress DHP-induced 
oocyte maturation by the way of autocrine/paracrine in S. paramamosain. 
In conclusion, BMPs have autocrine/paracrine effects on ovarian development and 
maturation in S. paramamosain and SpBMP7 possiblely inhibit the DHP-induced 
oocyte maturation. This research might provide new theoretical guidance for the 
research of reproduction in crustaceans. 
 
Key Words: Bone morphogenetic proteins; Ovarian development; 
Autocrine/paracrine; Scylla paramamosain 
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缩略词表 
Lists of abbreviations  
缩略词 英文全称 中文全称 
BMP Bone morphogenetic protein 骨形态发生蛋白 
BMPR Bone morphogenetic protein receptor 骨形态发生蛋白受体 
TGF-β Transforming growth factor β 转化生长因子 β 
SMAD Drosophila mothers against decapentaplegic protein SMAD 蛋白 
Vg Vitellogenin 卵黄蛋白原 
VgR Vitellogenin receptor 卵黄蛋白原受体 
FSH Follicle-stimulating hormone 卵泡刺激素 
LH Luteinizing hormone 黄体生成素 
BSA Bovin serum albumen 牛血清蛋白 
PBS Phosphate buffered saline 磷酸盐缓冲液 
RACE Rapid amplification of cDNA ends cDNA 末端快速克隆 
dsRNA Double-stranded RNA 双链 RNA 
ORF Open reading frame 开放阅读框 
DMSO Dimethyl sulfoxide 二甲基亚砜 
DHP 17α, 20β-Dihydroxyprogesterone 17α, 20β 双羟孕酮 
GFP Green fluorescent protein   绿色荧光蛋白 
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第一章 绪 论 
1.1 卵巢内部的自分泌/旁分泌作用 
1.1.1 卵巢发育的调控机制 
生殖是生物体的基本特征之一，也是生命科学领域长期受到关注的研究方向
之一。脊椎动物的卵巢由卵母细胞和周围的滤泡细胞构成。在卵巢分化过程中，
滤泡细胞一般进行双层分化，外层为膜细胞层，内层为颗粒细胞层；膜细胞先出
现，再由之分化出颗粒细胞[1-2]。卵巢发育调节涉及众多的生殖激素，是一个复
杂的内分泌、自分泌、旁分泌的相互调控过程。在脊椎动物中，过去的研究主要
关注卵巢发育受脑部激素、性腺激素、胎盘激素、生殖系统以外分泌的激素、外
激素等的调节[3-4]。近年来，有关卵巢发育机理的研究开始转向复杂的卵巢内部
调控机制，卵巢协调响应上游系统的信号通路，启动相关基因表达，随后内部细
胞间通过自分泌/旁分泌相互作用，最终促进卵巢卵泡发育、排卵和黄体形成。
近期研究的一个重大突破，是发现卵巢除了分泌脂溶性的性类固醇激素以外，还
分泌两种水溶性的含氮激素：胰岛素样生长因子系统（IGF）和转化生长因子 β
（Transforming growth factor beta, TGF-β）超家族。这些生长因子主要是在卵巢
内部合成，在卵巢外部激素的诱导下，以自分泌/旁分泌方式调节卵母细胞的发
育和成熟[5-7]。 
 
1.1.2 脊椎动物卵巢内部的自分泌/旁分泌作用研究进展 
脊椎动物卵巢发育主要是受卵巢外部、由垂体分泌的促性腺激素所调控，如
滤泡刺激素（FSH）、黄体生成素（LH）等。而许多促性腺激素对卵巢的作用受
到大量卵巢内部因子的调节，这些因子在卵巢内部的滤泡细胞和卵母细胞中合成，
通过自分泌/旁分泌作用形成一个卵巢内部的调节网络，从而控制卵母细胞的发
育和调节卵巢的类固醇激素生成。 
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在脊椎动物中，膜细胞和颗粒细胞组成的滤泡细胞形成一个适合的动态微环
境，共同促进保障卵母细胞的发育和成熟。例如属于 TGF-β 中的激活素（activin）
主要在滤泡细胞中表达，其受体在卵母细胞中表达，FSH 和 LH 等促性腺激素作
用在滤泡细胞上，通过信号转导调节激活素 βA（ActβA），βB（ActβB）和滤泡
抑制素的表达，随后通过旁分泌作用影响卵母细胞发育。另一方面，滤泡细胞在
FSH 和 LH 的诱导下还会调节类固醇生成，产生雌二醇和孕酮来调控卵母细胞的
发育和成熟[8]。 
近年来，研究发现卵母细胞作为一个信号中心也会分泌一些生长因子通过旁
分泌作用到滤泡细胞，从而主动调控整个卵巢的发育成熟。例如在卵母细胞中表
达的生长分化因子 9（Growth differentiation factor-9, GDF-9）和滤泡抑制素，能
通过旁分泌作用到滤泡细胞，形成反馈调节机制，进而更准确的调节卵母细胞自
身的发育[9-10]。 
 
1.1.3 甲壳类卵巢内部的自分泌/旁分泌作用研究进展 
甲壳类是无脊椎动物中的一大类群，与人类的经济活动关系密切。研究甲壳
类生殖生物学，对于生物资源补充和开发养殖技术具有重要意义。甲壳类的卵巢
发育主要包括两个过程：卵原细胞的增殖与迁移、初级卵母细胞的分化与生长。
随着卵母细胞的发育，滤泡细胞逐渐包围卵母细胞，至卵黄发生后期在卵母细胞
周围形成单层的滤泡层[11-12]。之前的研究表明，甲壳类卵巢的发育主要是受到脑
和眼柄分泌的多巴胺、蜕皮抑制素、卵黄发生抑制素等因子以神经内分泌的方式
调节，近期研究表明 Y器官和大颚器分泌的蜕皮激素和甲基法尼酯也能以内分泌
的方式调节卵巢发育。但在卵巢内部是否存在自分泌/旁分泌的调节机制目前尚
不清楚。据报道，甲壳类滤泡细胞能够合成卵黄蛋白原，参与卵母细胞的外源性
卵黄发生[13-14]。但目前有关滤泡细胞与卵母细胞之间的相互作用了解甚少，在甲
壳类滤泡细胞是否具有类似脊椎动物的自分泌/旁分泌方式尚不清楚。例如，目
前已证实甲壳类性类固醇激素(雌二醇、孕酮)和蜕皮激素能够促进卵巢发育，但
雌二醇和孕酮是否由滤泡细胞合成与分泌，蜕皮激素是卵巢自身合成抑或外部运
输而来的均未明确[15-16]。而最近从甲壳类卵巢中检测到不少与生殖相关的基因
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